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MEMORIA DESCRIPTIVA: 

FORMULACIONES CONTENIENDO PARTICULAS SEMEJ ANTES A VIRUS 
COMO INMUNOPOTENCIADORES POR VIA MUCOSAL. 

La presente invencion esta relacionada con la rama de la medicina, 
particularmente con el uso de nuevas formulaciones de adyuvantes con 
antigenos vacunales. En este caso, el adyuvante es una particula semejante a 
virus (VLP), que al mismo tiempo constituye un antigeno de interes en la 
formulacion. El mecanismo de adyuvacion se basa en un efecto positivo de un 
antigeno sobre otro o en una interaction sinergica entre los antigenos de la 
formulacion. 

El objetivo tecnico que se persigue con la invencion propuesta es, 
precisamente, el desarrollo de formulaciones capaces de potenciar la respuesta 
inmune a antigenos administrados por via mucosal, minimizando el numero de 
componentes de la formulacion al punto de que la actividad potenciadora se 
basa en las interacciones entre las mismas particulas a nivel mucosal, por una 
ruta capaz de generar una inmunidad mucosal y sistemica. Ademas, el 
desarrollo de vacunas combinadas para la via mucosal que tienen como 
antigeno central al HBsAg, capaz de incrementar la respuesta a antigenos 
coadministrados. La ventaja obvia es la elimination de cualquier otro elemento 
ajeno a los antigenos de interes y la utilization de una via que permite un 
incremento de la respuesta inmune con el incremento en el numero de 
antigenos inoculados. Consideramos que esta es una base o nucleo para el 
desarrollo de vacunas combinadas para uso mucosal. 

El HBcAg es extremadamente inmunogenico durante la infection por el virus 
de la hepatitis B (VHB) o luego de inmunizacion con el mismo. En muchos 
enfermos cronicos con el VHB, este es el unico antigeno capaz de generar una 
respuesta inmune. Aun en cantidades de nanogramos puede producir 
anticuerpos en ratones. Recientemente, varios estudios estructurales han 
revelado un numero de caracteristicas que ayudan a explicar su potente 
inmunogenicidad. Este antigeno se une especificamente a receptores 
inmunoglobulinicos de membrana para un alto numero de celulas B murinas 
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en reposo y en cantidad suficiente para inducir las moleculas coestimulatorias 
B7-1 y B7-2. De esta forma las celulas B no sensibilizadas, especificas para 
HBcAg pueden tomar, procesar y presentar al HBcAg a celulas T auxiliadoras 
virgenes in vivo y a hibridomas de celulas T in vitro aproximadamente 10 5 veces 
mas eficientemente que los macrofagos y celulas dendriticas. Esta relacion 
estructura funcion explica la gran inmunogenicidad del HBcAg (Milich, D.R. et 
al 1997 Proc. Natl. Acad. Sci USA Dec23; 94(26): 14648-53). 
Estudios bioquimicos y serologicos indican que la resolucion de la infeccion 
aguda por el virus de la hepatitis B ocurre en el contexto de una eficiente 
respuesta inmune mediada por celulas, mientras que la infeccion cronica se 
caracteriza por una pobre e indetectable respuesta inmune mediada por 
celulas y una inmunidad humoral "relativamente eficiente". 

La inmunidad humoral y la mediada por celulas son reguladas por diferentes 
grupos de celulas T auxiliadoras. Un examen en un modelo murino acerca de 
los factores que influencian la induccion de celulas T auxiliadoras de tipo 1 
(Thl) o de tipo 2 (Th2) para los antigenos de la nucleocapsida del VHB 
(HBcAg/ HBeAg) revelo que dicho balance estaba influido por (1) la estructura 
del antigeno (HBcAg es particulado y el HBeAg es soluble); (2) el complejo 
principal de histocompatibilidad (MHC) del hospedero y los sitios de celulas T 
que eran reconocidos; (3) la regulacion cruzada entre las celulas Thl y Th2; (4) 
la tolerancia de celulas T, que es mas completa para Thl que para Th2; (5) el 
HBeAg secretado que deleciona preferencialmente las celulas Thl y (6) el 
tratamiento con citoquinas, que in vivo sesgo la predominancia de la respuesta 
hacia una respuesta Thl o Th2. Este balance Thl /Th2 de la respuesta es 
relevante para el curso agudo o cronico de la infeccion. Las celulas Th2 evaden 
preferencialmente la induccion de tolerancia en comparacion con su 
contraparte Th 1 . Dado que el HBeAg puede actuar como un tolerogeno durante 
la transmision vertical del virus de la hepatitis B, eliminando las celulas Thl, 
la predominancia de celulas Th2 especificas para HBeAg puede influir en la 
iniciacion y mantenimiento del estado de portador cronico. En este caso la 
terapia con citoquinas con el objetivo de variar la respuesta Th2 a Thl, pudiera 
ser beneficiosa en el tratamiento de la infeccion cronica con hepatitis B (Milich, 
D.R. 1997 J. Viral. Hepat.; 4 Suppl 2: 48-59). 
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El efecto de la circulation del HBeAg sobre las celulas Thl especfficas para 
HBcAg se examino transfiriendo celulas T especificas para HBe/HBcAg en 
ratones transgenics dobles para HBeAg y HBcAg. La presencia de HBeAg 
serico elimino la respuesta anti HBcAg mediada por celulas Thl y la cambio en 
direction al fenotipo Th2. Este resultado sugiere que, en un contexto de 
infeccion por hepatitis B, el HBeAg circulante tiene el potencial de eliminar 
preferencialmente las celulas Thl especificas de la respuesta inflamatoria anti- 
HBeAg y anti-HBcAg, necesaria para el aclaramiento viral, promoviendo la 
persistencia del virus de la hepatitis B (Milich-DR et al. 1998 J-Immunol. Feb 
15; 160(4): 2013-21). 

Se conoce que los anticuerpos anti-HBcAg estan presentes desde el inicio de la 
enfermedad y alcanzan altas concentraciones en el suero de pacientes 
cronicamente infectados con el VHB, pero estos anticuerpos no protegen. Los 
anticuerpos anti-HBc transmitidos pasivamente a recien nacidos de madres 
que son portadoras cronicas del VHB, no protegen a estos ninos de la infeccion 
por dicho virus. (Beasley et al. 1977 American Journal of Epidemiology 105: 
914-918). Sin embargo, se ha demostrado que la inmunizacion de chimpances 
con antigeno de la nucleocapsida protegio parcial o completamente de la 
infeccion por el VHB (Iwarson, S. et al. 1985 Gastroenterology 88: 763-767; 
•Murray, K. et al. 1987 Journal of Medical Virology 23: 101-107). En el estudio 
de Iwarson, tres chimpances fueron completamente protegidos. Luego del reto 
con el VHB, se incrementaron los niveles de anticuerpos anti HBc y anti HBe 
pero solo un animal seroconvirtio para anti-HBs. En el estudio de Murray, 2 de 
4 chimpances inmunizados mostraron un bajo nivel de replication viral luego 
del reto, el HBsAg fue detectable en el suero por 2 o 3 semanas y luego estos 
chimpances desarrollaron una respuesta anti-HBs. Se hipotetizo que la 
protection incompleta pudo estar dada por la baja respuesta inmune en los 
animales vacunados sin adyuvante. 

Luego de la inmunizacion con el antigeno de la nucleocapsida del virus de la 
hepatitis de marmotas (WHcAg) en Adyuvante Completo de Freund (ACF) , se 
pudo comprobar que la inmunogenicidad para la proteina de la nucleocapsida 
fue capaz de proteger contra reto con el virus (WHV) sin que hubiese detection 
de anticuerpos contra la proteina de superficie (WHs) ni sintomas de infeccion. 
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Aunque no se descarta la posibilidad de que la proteccion estuviera mediada 
por anticuerpos anti-proteina de superficie no detectables ayudados por la 
respuesta Th anti-nucleocapside, se considero la actividad citotoxicas como 
responsable de la proteccion encontrada (Roos, S. et al. 1989 J. Gen. Virol. 70, 
2087-2095). En un segundo estudio con marmotas se esclarecio el papel del 
HBcAg y el WHcAg en la proteccion asi como el posible mecanismo. Las 
marmotas fueron inmunizadas con WHcAg y HBcAg y retadas posteriormente 
con una dosis alta del virus de marmotas. En este experimento se encontro que 
el WHcAg es un antigeno protector y que existe una proteccion cruzada ya que 
4 de 6 marmotas inmunizadas con HBcAg estaban protegidas de la infeccion 
por el virus de la hepatitis de marmotas. Ambos antigenos generaron altos 
titulos de anticuerpos con una reactividad cruzada menor del 1%, lo que 
confirma los reportes de proteccion con antigenos internos del virus de la 
hepatitis B. Como los epitopes B dominantes de ambos antigenos no parecen 
ser conservados, este resultado tambien demuestra que los anticuerpos no son 
importantes para la proteccion. Las marmotas inmunizadas con 
WHcAg/ HBcAg reaccionaron con una rapida respuesta de anticuerpos sericos 
contra proteinas de la superficie viral luego del reto con el virus de la hepatitis 
de marmotas, indicativo de una ayuda de celulas T como potencial mecanismo 
de proteccion luego de una inmunizacion con un antigeno viral interno. 
(Schodel-F et al. Vaccine. 1993; 11(6): 624-8) 

La transfeccion con ADN dimerico del VHB de lineas celulares establecidas de 
higado de raton BALB/C (lineas ML) resulto en la expresion en estas lineas de 
antigenos del virus de la hepatitis B. La transferencia adoptiva de las celulas de 
bazo de ratones BALB/c inmunizados con celulas ML- 1.1 expresando tanto el 
HBsAg como el HBcAg, causo la regresion de las celulas tumorales que 
expresan los antigenos correspondientes en ratones desnudos. En adicion, la 
transferencia de celulas de bazo de ratones BALB/c inmunizados con el HBsAg 
o el HBcAg tambien causo regresion tumoral. Estos resultados demuestran que 
el antigeno de superficie y el antigeno de la nucleocapsida pueden inducir una 
inmunidad que conduce a la reyeccion del carcinoma hepatocelular in vivo. 
(Chen, S.H. et al. 1993 Cancer-Res. Oct 1; 53(19): 4648-51) 
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En la actualidad se encuentran en estudios clinicos . fase II/ III vacunas 
terapeuticas consistentes en polipeptidos con epitopes de la nucleocapsida de 
la hepatitis B especificos para el HLA humano. (Liaw, Y.F. 1997 
J.Gastroenterol. Hepatol. Oct; 12(9-10) S227-35). 

El efecto "carrier", definido como la provision de sitios de reconocimiento de 
celulas T, fisicamente unidos a epitopes para celulas B para proveer una ayuda 
T a la sintesis de anticuerpos, tiene en el HBcAg un buen ejemplo de proteina 
portadora. El HBcAg representa un antigeno altamente inmunogenico en 
humanos asi como en modelos animales. Su capacidad para activar 
directamente celulas B y generar fuertes respuestas de celulas T, ademas de su 
eficiente procesamiento y presentacion por celulas presentadoras de antigenos 
sugieren que el HBcAg puede ser una molecula portadora ideal. Por tanto un 
numero grande de epitopes homologos y heterologos han sido conjugados 
quimicamente o fusionados geneticamente al HBcAg por metodos 
recombinantes para incrementar su inmunogenicidad. Estas estrategias han 
tenido exito. Se han disenado vectores de expresion en bacterias que permiten 
la insercion de epitopes B heterologos en varias posiciones dentro de las 
particulas de HBcAg y la purificacion eficiente de las particulas hibridas. 
Los estudios de posicion de epitopes B demostraron que una insercion interna 
cerca del aminoacido 80 continua siendo inmunodominante permitiendo un 
incremento en la production de anticuerpos con respecto a las otras proteinas 
de fusion. Se han realizado estudios de inmunogenicidad con reto experimental 
en varios sistemas. Por ejemplo, una secuencia del Circunsporozoito 
Plasmodium berghei fue insertada en dicho sitio y la particula hibrida 
purificada HBcAg/ CS fue altamente inmunogenica y protegio al 100% de los 
ratones retados experimentalmente contra la malaria. Con el proposito de 
desarrollar vacunas orales han sido utilizadas especies vivas avirulentas de 
Salmonella para introducir genes que codifican para las particulas hibridas de 
HBcAg (Milich, D.R. et al. 1995 Ann. N.Y. Acad. Sci. May 31; 754: 187-201). 
En resumen, aparte de la relation del HBcAg con la protection, evidenciada 
total o parcialmente en chimpances o indirectamente referida por los 
experimentos con WHcAg, esta proteina posee un numero de caracteristicas 
que la hacen unica. Puede comportarse como un antigeno T dependiente y T 
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independiente (Milich, D.R. et al. 1986 Science 234, 1398-1401), es muy 
inmunogenica, incluso sin la ayuda de adyuvantes- y su inoculacion sensibiliza 
preferencialmente celulas Thl (Milich, D.R. et al. 1997, J. Virol. 71, 2192- 
2201). Ha demostrado ser muy eficiente como proteina portadora de epitopes 
heterologos (Schodel, F. et al. 1992 J. Virol. 66: 106-114; Milich-DR et al. 1995 
Ann-N-Y-Acad-Sci. May 31; 754: 187-20) y las celulas T auxiliadoras (Th) 
especificas para ella median la respuesta de anticuerpos tanto anti-HBcAg 
como anti-HBsAg (Milich, D.R. et al. 1987 Nature (London) 329: 547-549). 
Estas caracteristicas inmunologicas son unicas para el HBcAg particulado y no 
pertenecen a la forma no particulada de esta proteina, el HBeAg (Milich, D.R. et 
al. 1997 Proc. Natl. Acad. Sci USA Dec 23; 94(26): 14648-53). 
Descripcion detallada de la invencion 

En el trabajo objeto de la presente invencion se reporta por primera vez una 
formulacion para uso vacunal cuyos componentes fundamentales son el 
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y el antigeno de la 
nucleocapsida del mismo virus o derivados de ambos antigenos, obtenidos por 
ingenieria genetica o conjugation quimica en proporciones adecuadas. Otros 
componentes son los estabilizadores y preservos. 

La formulacion HBsAg/HBcAg es novedosa por la potentiation de la respuesta 
anti antigeno de superficie que se genera al mezclar el antigeno de la 
nucleocapsida. Ambos antigenos son componentes del virus de la hepatitis B. 
Por tanto, el papel del adyuvante lo toma otro antigeno del virus, atractivo per 
se como antigeno vacunal, por lo que se amplia el espectro de la respuesta 
anti-hepatitis B generada por la formulacion vacunal. Qtras formulaciones de 
combinaciones con antigenos de nucleocapsidas, como es el caso de 
HBsAg/VLP del virus del papiloma humano y por extension de otros antigenos 
de capsidas virales con otras VLP, resultan en un incremento de los titulos 
para ambos antigenos. Producto de la mezcla del HBsAg con otros antigenos de 
nucleocapside, juntos o por separado (ejemplo 4), se pudo evidenciar un 
incremento en la inmunogenicidad sobre otros antigenos coinoculados, lo que 
evidencia un efecto sinergico producto de la combination con el HBsAg. En 
general, estos resultados permiten la generation de vacunas combinadas a 
nivel mucosal teniendo como nucleo al HBsAg y permiten ademas el 
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aprovechamiento de las interacciones positivas inter VLP, considerando las VLP 
como estructuras proteicas o lipoproteicas organizadas, semejantes a virus, del 
orden de los nanometros. 

En el caso de la coinoculacion del antigeno de superficie y el antigeno de la 
nucleocapsida del virus de la hepatitis B, se podria generar entonces un 
producto con mejores caracteristicas que la vacuna actual contra el virus de la 
hepatitis B dado que: 

-Es posible ampliar el espectro de la respuesta inmune generada porque el 
HBcAg es considerado como antigeno importante per se para la proteccion anti- 
VHB. Ademas, la respuesta inmune anti-HBsAg que se alcanza con la 
inoculacion mucosal a nivel de IgG serica es tan intensa como la obtenida por 
la inoculacion sistemica en alumina. 

-Entre las ventajas del nuevo producto estan las facilidades que ofrece la ruta 
de inmunizacion -inmunidad sistemica e inmunidad de mucosas al mismo 
tiempo, la eliminacion de los requerimientos de esterilidad y pirogenos asi 
como la posibilidad de eliminar los costos relacionados con la inyeccion y toda 
la logistica relacionada con' la misma. 

-Es posible aprovechar la actividad "carrier" del HBcAg en la misma 
formulacion e introducir de esta forma antigenos importantes para la 
proteccion contra otras enfermedades. 

-En general se aprecia la disminucion en el numero y exigencias en los 
controles de calidad, lo cual reduce los costos. 

-Se eliminan los efectos toxicos generados por la alumina y los danos 
relacionados con la inyeccion. 

-Es posible utilizar la formulacion inicial del HBsAg y el HBcAg como nucleo de 
vacunas combinadas o multiples donde se puede aprovechar tanto las 
propiedades adyuvantes del HBcAg asi como las propiedades portadoras de 
ambos antigenos particulados. Los antigenos a introducir pueden ser 
homologos o heterologos. 

-Es posible con esta preparacion, favorecida aun mas por la ruta de 
inoculacion y por la introduccion de otro antigeno que per se confiere 
determinado grado de proteccion, vacunar a los no respondedores para el 
antigeno de superficie. 
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-Las caracteristicas de esta formulacion la hacen apropiada para su 
introduccion en la terapeutica. 

En el segundo caso, los antigenos de nucleocapsida favorecedores de un 
incremento de la inmunogenicidad de otros antigenos coinoculados. 
Encontramos una gran simplicidad en las formulaciones resultantes y a la vez 
el incremento en la Valencia de estas vacunas con un numero minimo total de 
antigenos y la posibilidad de eliminar el uso de adyuvantes que introducen 
antigenos no interesantes para la proteccion. De esta forma se pueden obtener 
formulaciones tan reducidas como combinaciones de la nucleocapsida de un 
virus con su antigeno de superficie, como es el primer caso, hasta 
formulaciones de nucleocapsidas de un virus con antigenos no capsidares de 
otro. Se pueden obtener ademas, combinaciones de antigenos de una mayor 
complejidad, pero siempre utilizando este efecto novedoso que se describe en 
los ejemplos donde se demuestra que es posible potenciar antigenos del mismo 
patogeno, u otro no necesariamente viral -y de cualquier naturaleza-, usando 
nucleocapsides virales mezcladas, no asociadas covalentemente. 
En un tercer caso, es posible la generation de vacunas combinadas que tengan 
como nucleo al HBsAg cuyo efecto inmunopotenciador sobre otros antigenos 
coinoculados queda demostrado en el ejemplo 4. Las ventajas de estas 
formulaciones estan dadas por la asociacion efectiva del HBsAg, antigeno 
central de la vacuna anti VHB, con otros antigenos, con los que se demostro un 
efecto sinergico en la respuesta generada para ambos antigenos. Este hecho, 
ademas de poseer lo atractivo de las variantes descritas anteriormente, 
posibilita que sea el HBsAg, antigeno protector contra una enfermedad de 
amplia distribution mundial, el antigeno central de las formulaciones. 
En general, con respecto a otras vacunas mucosales, es posible senalar las 
siguientes ventajas: 

-El proceso de adyuvacion es por mezcla simple, no requiere garantizar 
adsorcion del antigeno y la cantidad de HBcAg u otro antigeno de 
nucleocapsida, esta al nivel del HBsAg. 

-Es permisible la filtration como metodo de esterilizacion lo cual no es posible 
para muchos adyuvantes mucosales, fundamentalmente los particulados por 
encima de los 0.2[im. 
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-La sencillez del proceso de production y los altos niveles de expresion con que 
se produce el HBcAg en E. coli permiten la obtencion de grandes cantidades 
con bajos costos en comparacion con otros adyuvantes mucosales. 
Las formulaciones objeto de esta invencion pueden presentar, en dependencia 
de la ruta de inoculacion y las especies a inmunizar, volumenes de 0.01 hasta 
lOmL. La dosis de los antigenos no capsidares puede variar entre 0.001 a lmg, 
rango en que tambien se encuentra la dosis del antigeno de la nucleocapsida o 
sus derivados en la formulacion vacunal final. 

EJEMPLOS DE REALIZACION 

Ejemplo 1 

Con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad del HBcAg, por via intranasal, 
se inocularon 3 grupos de 8 ratones BALB/c hembras con una dosis de 10ng 
de antigeno en todos los casos. El primer grupo se inoculo con el antigeno en 
acemanano (CIGB, La Habana) 3mg/mL (peso liofilizado) , adyuvante usado 
para la inmunopotenciacion de sistemas particulados por via nasal. El grupo 

2 se inoculo con el HBcAg en solucion tampon fosfato-salina (PBS). Al grupo 

3 se le inyecto el antigeno en alumina por via subcutanea y se utilizo como 
grupo control de inoculacion sistemica. El esquema seguido fue de 
inoculaciones los dias 0, 14 y 28 y la extraccion se realize el dia 42. La 
respuesta de anticuerpos se cuantifico por ensayo inmuno-enzimatico 
(ELISA) para la determinacion de IgG anti-HBcAg en suero. 

El analisis estadistico de los resultados se realizo por el test de Student: 
p<0.05 se considero diferencia significativa. 

Se demostro que con el uso de acemanano no fue posible incrementar la 
respuesta inmune al HBcAg, ya que el antigeno en PBS genero una 
respuesta similar a la obtenida usando el acemanano como 
inmunopotenciador (Fig. 1). Las respuestas luego de inoculacion nasal tanto 
en acemanano como en PBS no difirieron significativamente de la obtenida 
por el antigeno en alumina por via subcutanea. Este resultado avala el uso 
intranasal del HBcAg. 
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Ejemplo 2 

Con el objetivo de demostrar la actividad inmunopotenciadora del HBcAg 
sobre el HBsAg por via intranasal, se ensayaron 4 grupos de 8 ratones 
BALB/c hembras. El esquema tuvo 2 inoculaciones los dias 0 y 14. La 
extraccion se realizo el dia 21. El grupo 1 se inoculo con lO^ig de HBsAg en 
PBS, el grupo 2 con 10|ag de HBsAg en acemanano (CIGB, La Habana) 
3mg/mL (peso liofilizado) , el grupo 3 con 10ng de HBsAg y lOug de HBcAg. 
Como control sistemico se utilizo el grupo 4, donde se inocularon lOug de 
HBsAg en alumina por via subcutanea (Fig. 2). 

El analisis estadistico de los resultados se realizo por el test de Student: 
p<0.05 se considero diferencia significativa. 

De este experimento se evidencio que es posible potenciar la respuesta anti- 
HBsAg con la coinoculacion por via mucosal, en este caso intranasal, del 
HBsAg y el HBcAg. La respuesta fue significativamente superior con respecto 
al grupo donde se inoculo al HBsAg en PBS y similar a la alcanzada por el 
grupo en que se inoculo al HBsAg en acemanano. La inoculacion sistemica 
del HBsAg en alumina tampoco difirio significativamente de los grupos 
inoculados con acemanano por via nasal y con HBcAg por la misma via. 
Ejemplo 3 

Con el objetivo de estudiar el efecto potenciador del HBcAg a diferentes dosis 
en el modelo murino, se seleccionaron 6 grupos de 6 ratones BALB/c 
hembras. El esquema que se siguio fue: inoculacion los dias 0, 14 y 28 y 
extraccion los dias 26 y 42. Los grupos ensayados se correspondieron con: 
(1) 5 ug de HBsAg en PBS via nasal; (2, 3 y 4) 5 yig de HBsAg con 5, 10 y 
20ng de HBcAg respectivamente via nasal, (5) 5ng de HBsAg en acemanano 
3mg/mL via nasal y (6) 5^g de HBsAg en alumina 0.5mg/mL por via 
intramuscular. 

El analisis estadistico de los resultados se realizo por el test de Student: 
p<0.05 se considero diferencia significativa. 

En este experimento se corroboro que es posible potenciar la respuesta anti- 
HBsAg con la coinoculacion por via intranasal del HBsAg y el HBcAg. La 
respuesta de IgG en suero para los tres grupos inmunizados con ambos 
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antigenos fue significativamente superior a la que se obtuvo por inoculacion 
del HBsAg en PBS y similar a la alcanzada por el grupo en que se inoculo al 
HBsAg en acemanano. Los valores de titulo obtenidos por la inoculacion 
sistemica del HBsAg en alumina tampoco difirieron significativamente de los 
grupos inoculados con acemanano por via nasal y con alumina por via 
intramuscular. En el caso del grupo 4, la respuesta anti HBsAg disminuyo 
significativamente con respecto a la obtenida en el grupo 3, la diferencia 
ehtre ambos grupos reside en un incremento al doble en el grupo 4 con 
respecto a la cantidad de HBcAg inoculada. Este incremento puede reducir 
las posibilidades de penetracion del HBsAg en la mucosa, disminuyendo de 
esta forma la respuesta al HBsAg. 
Ejemplo 4 

Con el objetivo de estudiar la interaccion de diferentes antigenos 
particulados, se emplearon las particulas semejantes a virus del Virus del 
Papiloma Humane 16 (VLP del VPH 16), el HBsAg y el HBcAg. Se ensayaron 
8 grupos de 6 ratones BALB/c hembras cada uno. El esquema que se siguio 
fue: inoculacion los dias 0 y 14 con una extraccion a los 7 dias de la 
segunda inoculacion. 

Como se puede apreciar al comparar en el primer grafico la respuesta 
obtenida anti-HBsAg, cuando se inocula dicho antigeno mezclado con 
acemanano (grupo 6), es similar a la obtenida cuando se inocula con el 
HBcAg, (grupos 7) respectivamente. Lo cual constituye una tercera 
comprobacion del efecto inmunopotenciador del antigeno de la 
nucleocapsida del VHB. 

De este experimento se puede concluir ademas que ni el acemanano ni el 
HBcAg incremental! la respuesta de anticuerpos a las VLP de HPV, como se 
puede apreciar al comparar los grupos 4 y 5 con el 8, en el grafico de la 
respuesta anti VLP del VPH. El analisis estadistico, utilizando el test t de 
Student (p<0.05 se considero diferencia significativa), mostro que no existen 
diferencias significativas entre estos tres grupos. 

Analizando la respuesta anti HBcAg del grupo 5, donde se inoculan 
solamente el HBcAg y las VLP de VPH, se puede encontrar que hay una 
disminucion fuerte de la respuesta anti HBcAg con respecto al grupo 7 



13 

donde se introduce el HBcAg junto al HBsAg. La presencia de estas dos 
particulas por si solas antagonizan a nivel de mucosa nasal. La respuesta 
anti HBcAg en el grupo 5 es significativamente inferior a la respuesta 
generada por el mismo antigeno en presencia del HBsAg (grupo 7). Sin 
embargo, en el grupo 2, con la adicion del HBsAg se recupera la respuesta 
anti HBcAg de tal forma que se vuelve significativamente superior a la 
obtenida por el grupo 5 y no difiere significativamente de la respuesta anti 
HBcAg del grupo 7, donde este antigeno se encuentra junto al HBsAg, lo cual 
nos permite asumir la existencia de una interaccion positiva del HBsAg con 
los antigenos de la capsida del HPV y del VHB y de una interaccion negativa 
entre los antigenos de la capsida del VHB y del HPV. El efecto potenciador a 
nivel de mucosas puede ocurrir en ambas direcciones, lo cual posibilita el 
diseno de vacunas combinadas que tengan como nucleo al HBsAg o la 
combination HBs/HBc. 

Analizando la respuesta anti VLP, podemos apreciar que el efecto del HBsAg 
no solo restablece la respuesta anti HBcAg como ocurre en el grupo 2 sino 
que potencia significativamente la respuesta anti VLP, como se puede 
apreciar cuando comparamos los grupos 1, 2 y 3 con el grupo 8 donde las 
VLP se encuentran en PBS. Entre los grupos 1, 2 y 3 no hay diferencias 
significativas y los tres son significativamente superiores al grupo 8. 
Entre los grupos 1 y 3 donde el polisacarido se adiciona a la mezcla (grupo 1) 
o se tiene la mezcla de HBs y VLP solamente (grupo 3), no existieron 
diferencias significativas en cuanto a respuesta anti-HBsAg. Tampoco hubo 
diferencias en la respuesta anti HBsAg entre el grupo 3 y los grupos en que 
el HBsAg se inoculo con el acemanano o con el HBcAg (grupos 6 y 7). Estos 
resultados evidencian la existencia de un efecto inmunopotenciador de las 
VLP del VPH sobre el HBsAg. 

Estos resultados avalan el uso de formulaciones combinadas por via 
mucosal usando al HBsAg como antigeno central. Tambien es atractiva la 
simple union del HBsAg a las VLP de HPV y se hace real la posibilidad de 
potenciacion de otros antigenos coadministrados con el HBsAg. 
Estos antigenos, introducidos por via nasal, tienen como ventaja la 
posibilidad de obtener formulaciones complejas en las que encontramos una 
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respuesta de anticuerpos que no disminuye con la introduction de nuevos 
antigenos (como por ejemplo las VLP de HPV al HBcAg y el HBsAg, grupo 2), 
comparado con formulaciones combinadas sencillas como HBsAg/HBcAg o 
formulaciones simples como HBsAg/Acemanano. 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Esquema de 3 dosis (0, 14 y 28 dias). La extraction se realizo el 
dia 42. Los grupos 1 y 2 fueron inoculados con 50nL por via intranasal. El 
grupo 3 se inoculo por via subcutanea con 1 00 (J.L. 

Figura 2. Esquema de 2 dosis (0, 14 dias). La extraction se realizo el dia 21. 
Los grupos 1, 2 y 3 fueron inocularon con 50^iL por via intranasal. El grupo 
4 se inoculo por via subcutanea con lOOnL. 

Figura 3. Esquema de 3 dosis (0, 14, 28 dias). La extraction se realizo el dia 
26. Los grupos 1, 2, 3, 4 y 5 fueron inoculados por via intranasal con un 
volumen de 50^L. El grupo 6 se inoculo por via intramuscular con IOOjxL. 
Figura 4. Esquema de 2 dosis (0, 14 dias). La extraction se realizo el dia 26. 
Todos los grupos fueron inoculados por via intranasal con un volumen de 
50nL. La composition de los grupos ensayados se muestra en la tabla que 
encabeza la figura. 
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REIVINDICACIONES 
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FORMULACIONES CONTENIENDO PARTICULAS SEMEJ ANTES A VIRUS 
COMO INMUNOPOTENCIADORES POR VIA MUCOSAL. 

1. Una formulacion farmaceutica caracterizada porque sus componentes 
principales son a) el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y b) el 
antigeno de la nucleocapsida del virus de la hepatitis B, una sustancia 
preservante y estabilizadores de dicha formulacion. 

2. Una formulacion farmaceutica segun la reivindicacion 1, caracterizada 
porque sus componentes principales son a) el HBsAg y/o un derivado del 
HBsAg y b) HBcAg y/o un derivado del antigeno de la nucleocapsida del virus 
de la hepatitis B, una sustancia preservante y estabilizadores de dicha 
formulacion. 

3. Una formulacion de acuerdo a la reivindicacion 2, caracterizada porque el 
derivado del HBsAg y/o el HBcAg lo constituye un antigeno o porcion del 
mismo, de cualquier naturaleza, insertado geneticamente, acoplado 
quimicamente o adsorbido electrostaticamente a la estructura de cualquiera de 
los dos antigenos. 

4. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizada 
porque se adiciona un antigeno homologo u heterology capaz de aprovechar la 
actividad inmunopotenciadora del HBcAg. 

5. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 2, 3 y 4, caractarizada 
porque el antigeno puede estar incluido dentro de la estructura de cualquiera 
de los antigenos particulados. 

6. Una formulacion de acuerdo a la reivindicacion 5, caracterizada porque el 
antigeno atrapado es un acido nucleico. 

7. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, y 6 para uso 
mucosal. 

8. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, y 6 para uso 
sistemico. 

9. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1-7 para uso como 
vacuna terapeutica. 
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10. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1-7 para uso como 
vacuna preventiva. 

11. Una formulacion segun las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, y 5, caracterizada 



antigeno de nucleocapsida viral, para uso mucosal. 

12. Una formulacion segun la reivindicacion 11, caracterizada porque 
contenga como elemento inmunopotenciador un antigeno de nucleocapsida 
viral para administracion mucosal. 

13. Una formulacion segun la reivindicacion 11, caracterizada porque 
contenga como elemento inmunopotenciador un antigeno de nucleocapsida 
viral para administracion sistemica. 

14. Una formulacion segun la reivindicacion 11, caracterizada porque 
contenga como elemento inmunopotenciador al antigeno de nucleocapsida 
del VHB en mezcla simple sin que medien interacciones covalentes. 

15. Una formulacion de cualquier antigeno mezclado al HBsAg, para 
inmunizacion mucosal, que utilice el efecto inmunopotenciador del HBsAg 
por esta via. 

16. Una vacuna combinada cuyo antigeno central sea el HBsAg por via 
mucosal. 



porque contenga al menos dos antigenos, uno de ellos el HBsAg y el otro un 
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Primer Esquema 

1- 10ng HBcAg / acemanano 3mg/mL 

2- 10^g HBcAg / PBS IX 

3- 10|ag HBcAg / alumina 0.5mg/mL 



5 


6.00 






5.00 






o 
-1 


4.00 




3.00 




2.00 




1.00 




0.00 



Inmunogenicidad del HBcAg 



Grupos 



Fig, 1 



Segundo Esquema 
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1- 10|ag HBsAg/ PBS IX 

2- 10ng HBsAg/ acemanano 3mg/mL 

3- 10|agHBsAg/ lOjag HBcAg / PBS IX 

4- 10|ag HBsAg/ Alumina 0.5mg/mL 



Efecto adyuvante del HBcAg 



O) 

o 



6.00 
5.00 
4.00 
3.00 
2.00 
1.00 
0.00 A 



G1 



G2 



G3 



G4 

Grupos 



Fig. 2 



Tercer Esquema 
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1- 


5^g HBsAg / PBS IX 


UN 


2- 


5ng HBsAg / 5[ig HBcAg 


IN 


3- 


5ng HBsAg / lO^g HBcAg 


IN 


4- 


5|xg HBsAg / 20ng HBcAg 


IN 


5- 


5^g HBsAg / acemanano 3mg/mL 


IN 


6- 


5ng HBsAg / alumina 0.5mg/mL 


IM 



Efecto adyuvante del HBcAg 



O) 

o 



6.00 
5.00 
4.00 
3.00 
2.00 
1.00 
0.00 



G1 



G2 



G3 



G4 



G5 G6 
Gr upos 



Fig. 3 
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Cuarto Esquema: Sinergismo a nivel mucosal. 



Acemanano 3mg/mL 


X 






X 


X 


X 


X 
X 




HBcAg S^ig/dosis 




X 










HBsAg 5|ug/dosis 


X 


X 


X 






X 


X 


VLP /HPV S^tg/dosis 


X 


X 


X 


X 


X 







Titulos anti HBsAg 



■5 4.50 
£ 4.00 

D) 

5 3.50 
3.00 
2.50 
2.00 
1.50 
1.00 



G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 - 

Grupos 



Titulos anti HBcAg 



2 4 
'H 4 

CD 

_j 3 

3 
2 
2 
1 
1 



.50 
.0 0 
.5 0 
.00 
.5 0 
.00 
.5 0 
.00 



H 1 1 1 1 



G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 

Grupos 



Titulos anti VLP de HPV 
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4.50 - 




4.00 - 
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3.50 - 




3.00 - 




2.50 - 




2.00 - 




1.50 - 




1.00 - 



-* — r 



i — r 



+- 



ii i -' 1 

G 1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 

Grupos 




Fig. 4 La composicion, por grupos, en la parte superior de la figura. 



